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Verfahren zur Bestimmung der Menge von an Ziel-Molekulen ge- 
bundenen Liganden 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Menge 
von an Ziel-Molekulen gebundenen Liganden sowie eine Kombina- 
tion von Liganden ZU r Verwendung in einem erf indungsgemaiSen 

Verfahren. 



In der US 5,891,742 A werden Verfahren zum schnellen und ein- 
fachen Auffinden von Liganden aus einer Mischung von Testsub- 
stanzen beschrieben. Dabei wird diese Mischung mit einer 
Zielstruktur inkubiert . Die Zielstruktur kann sowohl in L6- 
sung als auch immobilisiert vorliegen. Nach der Inkubation 
werden die Zielstrukturen mit gebundenen Testsubstanzen abge- 
trennt. Die gebundenen Testsubstanzen werden direkt massen- 
spektrometrisch analysiert und identif iziert . 

Die ublichen Verfahren zur Bestimmung der Menge von an Ziel- 
Molekulen gebundenen Liganden umfassen folgende Schritte: 

a) Bereitstellen von Ziel-Molekulen und einer Losung von 
mat einer Markierungssubstanz versehenen Liganden, 

b) Inkontaktbringen und Inkubieren der L6sung~ mit den Ziel-' 
Molekiilen, 

O Trennen der an Ziel-Molekule gebundenen von nicht gebun- 
den Liganden, 

d) ggf. Waschen der abgetrennten an Ziel -Molekule gebunde- 
nen Liganden und 
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e) Quantifizieren gebundener Liganden durch Messen der Men- 
ge der Markierungssubstanz der gebundenen Liganden. 

Die Markierungssubstanz kann beispielsweise ein Fluorophor, 
5 eine radioaktive Verbindung oder ein Enzym sein. Die Markie- 
rungssubstanzen verandern haufig die Bindungseigenschaf ten 
der Liganden. Dann ist es bei der hier beschriebenen direkten 
Quant if izierung nicht moglich, exakt die Menge nativer Ligan- 
den zu bestimmen, welche unter den gleichen Bedingungen bin- 
10 den wurden. 



Bei einer indirekten Quant if izierung enthalt die Losung beim 
Schritt lit. a zusatzlich native Liganden. Die mit einer Mar- 
kierungssubstanz versehenen Liganden weisen eine definierte 

15 Affinitat und Selektivitat zu den Ziel-Molekulen auf . Beim 
Schritt lit. b konkurrieren sie mit den nativen Liganden um 
die Bindung an den Ziel -Molekiilen . Die Menge der gebundenen 
nativen Liganden wird durch Quantifizieren der gebundenen mit 
einer Markierungssubstanz versehenen Liganden indirekt ermit- 

20 telt. Werden Liganden eingesetzt, die durch ihre Masse ein- 
deutig identifizierbar sind, konnen gebundene Liganden mas- 
senspektrometrisch quantif iziert werden. Es ist nicht erf or - 
derlich markierte Liganden einzusetzen. 



25 



30 



Schritt lit. b erlaubt das Binden der Liganden an die Ziel- 
Molekule. Dabei bilden sich Liganden- Ziel -Molekul-Komplexe . 
Das Trennen gebundener von nicht gebundenen Liganden kann 
beispielsweise mittels Filtration oder GroSenausschlufichroma- 
tographie erfolgen. Es konnen auch an einem Trager immobili- 
sierte Ziel-Molekule bereitgestellt werden. In diesem Fall 
'sondern sich die Liganden beim Binden von der Losung ab. 
Falls der Trager, wie beispielsweise Mikrokiigelchen, in Sus- 
pension vorliegt, kann dieser durch Zentrif ugation abgeson- 
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dert werden. Nach dem Entfernen der Losung haften an den ge- 
bildeten Liganden-Ziel -Molekul -Komplexen noch ungebundene Li- 
ganden. Diese werden durch Waschen entfernt. 

Samtliche Trennverf ahren einschlieSlich des Waschens haben 
das Ziel, ungebundene Liganden moglichst vollstandig von ge- 
bildeten Liganden-Ziel-Molekul-Komplexen zu trennen. Die Men- 
ge der in den abgetrennten Liganden-Ziel -Molekul -Komplexen 
vorhandenen Liganden wird, insbesondere durch Quant ifizieren 
der Markierungssubstanz, ermittelt. Die erraittelte Menge ge- 
bundener Liganden wird der Liganden-Menge gleichgesetzt , wel- 
che ursprunglich im Bindungsgleichgewicht an die Ziel- 
Molekule gebunden war. Die Menge der nach einer unvoll standi - 
gen Trennung an den Liganden-Ziel -Molekul -Komplexen noch an- 
haftenden ungebundenen Liganden wurde die Quant if izierung ge- 
bundener Liganden verfalschen. 

Die genannten Verfahren zur Quantif izierung gebundener Ligan- 
den weisen einen systemimmanenten Fehler auf : Die Abtrennung 
der gebundenen von den nicht gebundenen Liganden einschlieS- 
lich des Waschens fuhrt zu einer Aufhebung des Bindungs- 
gleichgewichts. Das bewirkt eine Verringerung der Anzahl ge- 
bildeter Liganden-Ziel -Molekul - Komplexe . Diese beginnen zu 
dissoziieren, sobald sich die Liganden-Konzentration in der 
die Liganden-Ziel -Molekul -Komplexe umgebenden Losung verrin- 
gert. Die beim Schritt lit. e ermittelte Menge gebundener Li- 
ganden ist nicht identisch mit der Menge der ursprunglich ge- 
bundenen Liganden. 

Die DE 198 14 775 Al offenbart ein Verfahren zur Bestimmung 
der Bindungskonstanten geloster Stoffe und Substanzen an 
Oberflachen aus amphiphilen Molekulen. Dabei werden Schichten 
amphiphiler Molekiile an einen festen Trager gebunden, so daS 
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sich eine festkorperunterstutzte Membran ausbildet. Eine de- 
finierte Menge dieser festkorperunterstutzten Membran wird 
mit einer mobilen Phase in Kontakt gebracht. Die mobile Phase 
enthalt eine definierte Menge von auf Lipidbindung zu unter- 
suchenden Substanzen. Nach einer Inkubation werden die fest- 
korperunterstutzten Membranen von der mobilen Phase abge- 
trennt. Die Konzentrationen der Substanzen in der mobilen 
Phase oder der festkorperunterstutzten Membran werden ermit- 
telt. Das Verfahren kann mit in unterschiedlichen Mengenver- 
haltnissen vorliegenden festkorperunterstutzten Membranen und 
Substanzen durchgefiihrt werden. Aus den dabei ermittelten 
Konzentrationen kann die Bindungskonstante berechnet werden. 

Bei den im Stand der Technik bekannten Verfahren ist es er- 
forderlich, entweder die gebundenen oder nicht gebundenen Li- 
ganden direkt oder indirekt zu quant if izieren . Beim direkten 
Quantifizieren kann das je nach Ligand mit einem erheblichen 
Auf wand verbunden sein. Zur Quantif izierung muS das jeweils 
verwendete Detektionssystem fur jeden zu quantif izierenden 
Liganden kalibriert werden. Das ist auch fur Liganden erfor- 
derlich, von denen nicht bekannt ist, ob sie eine Affinitat 
zu den Ziel-Molekiilen aufweisen. Auch das indirekte Quantifi- 
zieren mittels markierter Liganden ist aufwendig. Es ist zu- 
nachst erforderlich, die Liganden mit einer ~Markierungssub- 
stanz so zu markieren, daS die markierten Liganden noch eine 
ausreichende Affinitat zu den Ziel-Molekiilen aufweisen. Hau- 
fig miissen dazu verschiedene Markierungsmethoden mit ver- 
schiedenen Markierungssubstanzen erprobt werden. Oftmals er- 
weisen sich nur radioaktive Markierungssubstanzen als geeig- 
net. Das Handhaben dieser Markierungssubstanzen und der damit 
markierten Liganden ist gefahrlich und wegen der erforderli- 
chen Sicherheitsvorkehrungen aufwendig. Weiterhin ist nicht 
jeder Ligand dazu geeignet, mit einer bestimmten gewunschten 
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Methode markiert zu werden. Dadurch kann eine Suche nach ge- 
eigneten Liganden erforderlich sein. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile des 
Stands der Technik zu beseitigen. Insbesondere soil ein Ver- 
fahren bereitgestellt werden, das es ermoglicht, die Menge 
von an Ziel -Molekiilen gebundenen Liganden zu ermitteln. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 2 3 und 
25 gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2-22 und 24. 



ErfindungsgemaS ist ein Verfahren zur Bestimmung der Menge 
von an Ziel -Molekiilen gebundenen Liganden mit folgenden 
15 Schritten vorgesehen: 

a) Bereitstellen der Ziel-Molekule und einer die Liganden in 
nativer Form in einer vorgegebenen Menge enthaltenden 
Mischphase, 



b) Inkontaktbringen und Inkubieren der Mischphase mit den 
Ziel -Molekiilen, 

c) Absondern gebundener Liganden von der Mischphase unter Be- 
dingungen, unter denen die Menge ungebundener Liganden 
konstant bleibt, 

d) Ermitteln der Menge ungebundener Liganden in der Mischpha- 
se und 

e) Ermitteln der Menge gebundener Liganden durch Differenz- 
bildung zwischen der Menge der Liganden gemaS lit. a und 
der gemaS lit. d ermittelten Menge der Liganden, 
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wobei die Mischphase gemag Schritt lit. a verschiedene Ligan- 
den enthalt, die teilweise als Referenz dienen. 

Unter der Bestimmung bzw. dem Ermitteln einer Menge wird auch 
5 eine blofie Abschatzung der Menge verstanden. Es versteht 
sich, dafi statt einer Menge auch eine Konzentration bestimmt 
bzw. ermittelt bzw. abgeschatzt werden kann. Wird nur eine 
Art von Ziel-Molekulen mit einheitlichen Bindungsstellen be- 
reitgestellt und ist die Zahl der Bindungsstellen bekannt, 

10 kann aus den gemaS lit. d und lit. e ermittelten Mengen auch 
die Affinitat der Liganden zu den Bindungsstellen errechnet 
werden. Das Verfahren ermoglicht es, die Mengen verschiedener 
an Ziel-Molekule gebundener Liganden gleichzeitig zu bestim- 
men. Der Begriff Mischphase umfaSt sowohl eine reine Losung 

15 als auch eine Suspension. Die Mischphase kann Membranstruktu- 
ren, wie z.B. Vesikel, enthalten. Die Ziel-Molekule konnen in 
Losung, in Suspension oder imnobilisiert vorliegen. Immobili- 
sierte Ziel-Molekule konnen z.B. an einer Wand eines die 
Mischphase mit den Liganden enthaltenden GefaSes oder an Par- 

20 tikeln immobilisiert sein. Zur Durchfuhrung des Schritts lit. 
c ist jedes beliebige Verfahren geeignet, bei dem das Abson- 
dern gebundener Liganden unter Bindungsbedingungen erf olgt . 
Dabei andert sich die Konzentration der ungebundenen Liganden 
in der die Liganden- Ziel -Molekul -Komplexe *kontaktierenden 

25 Mischphase nicht. Die Menge der gebildeten Liganden- Ziel - 
Molekul -Komplexe bleibt konstant . Als ein solches Verfahren 
kommt z.B. ein Absondern gebildeter Liganden-Ziel -Molekul - 
Komplexe mittels Zentrif ugieren in Betracht . Danach kann die 
Liganden-Konzentration und/oder -Menge in der Mischphase er- 

30 mittelt werden, welche das beim Zentrif ugieren gebildete Pel- 
* let uberschichtet . Das Absondern gebundener Liganden umfaSt 
auch das durch das Binden an immobil isierte Ziel-Molekule 
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stattfmdende Absondern von Liganden aus der Mischphase. Zum 
Ermitteln der Liganden-Konzentration und/oder -Menge ist bei- 
spielsweise die Massenspektrometrie geeignet. 

"Native Form" bedeutet, daS die Liganden keine fur den Nach- 
weis, die Quantifizierung oder die Identif izierung erforder- 
lichen Modifikationen aufweisen. Solche Modif ikationen konnen 
bspw. in einer Markierung tnit einem Markierungsstof f beste- 
hen . 



Unter einer Referenz wird allgemein eine vorbekannte Substanz 
mit bekannten Eigenschaf ten verstanden, die Inf ormationen 
uber eine andere Substanz oder ein bestimmtes System bereit- 
stellen kann. Die Referenz kann z.B. Werte liefern, welche 
15 als BezugsgroSen fur unbekannte Werte dienen. 

Bei detn erf indungsgemaSen Verfahren dienen vorbekannte quan- 
tifizierbare Liganden als Referenz. Sie binden beim Schritt 
lit. b an die Ziel -Molekule . Sie konnen bspw. dazu dienen, 
den Anteil unspezifisch bindender Liganden zu bestimmen. Die 
Bmdung der als Referenz dienenden Liganden an die Ziel- 
Molekule kann aber auch durch die Bindung anderer in der 
Mischphase enthaltener Liganden an die Ziel -Molekule inhi- 
biert werden. Das kann z.B. durch eine allosterische Inhibi- 
tion der Bindung oder dadurch erfolgen, daS die Referenz und 
die Liganden urn die Bindung an eine Bindungsstelle der Ligan- 
den an den Ziel-Molekulen konkurrieren . Die Menge der gebun- 
denen als Referenz dienenden Liganden kann das Ermitteln der 
Menge der anderen gebundenen Liganden ermoglichen. 



Beispielsweise kann ein Ligand mit mittlerer Affinitat zu den 
Ziel-Molekulen als Referenz dienen, von welchem beim Schritt 
lit. b etwa die Halfte der in der Mischphase enthaltenen Men- 
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ge an die Ziel-Molekiile binden wurde, wenn sonst keine dessen 
Bindung inhibierenden Liganden in der Mischphase enthalten 
waren. Aus der beirn Schritt lit. e ermittelten Menge der als 
Referenz dienenden gebundenen Liganden kann dann die Menge 
der an die Ziel-Molekiile gebundenen anderen Liganden bestimmt 
Oder zumindest abgeschatzt werden. Die als Referenz dienenden 
Liganden sind bevorzugt so ausgewahlt, daS sie sich bei einem 
beim Schritt lit. d zum Ermitteln der Menge gewahlten Verfah- 
ren mit hoher Empf indlichkeit nachweisen lassen. 



Weiterhin konnen die als Referenz dienenden Liganden eine se- 
lektive Affinitat zu bestimmten Ziel-Molekulen aufweisen. Da- 
durch kann bei verschiedenen Ziel-Molekulen das Ermitteln der 
Menge von an die bestimmten Ziel-Molekiile gebundenen anderen 
15 Liganden selektiv ermoglicht werden. Ein weiterer Vorteil des 
Verfahrens besteht darin, dag sich eine unspezif ische Bindung 
der nicht als Referenz dienenden anderen Liganden kaum auf 
die Menge der gebundenen als Referenz dienenden Liganden aus- 
wirkt. Eine mittels der als Referenz dienenden Liganden er- 
mittelte Menge der spezifisch gebundenen anderen Liganden 
wird nur unwesentlich durch die unspezif ische Bindung der an- 
deren Liganden beeinf luSt . Im wesentlichen mufi daher nur die 
unspezifische Bindung der als Referenz dienenden Liganden be- 
rucksichtigt werden. *" 



Ein wesentlicher Vorteil des Verfahrens besteht darin, da£ 
auch bei Liganden, welche schwierig direkt zu quant if izieren 
sind, beim Schritt lit. d nur die Menge der als Referenz die- 
nenden ungebundenen Liganden ermittelt werden muE. Das Ver- 
fahren unterliegt somit keinen Beschrankungen, die in der Na- 
tur der nicht als Referenz dienenden Liganden liegen und Pro- 
bleme bei der Quant if izierung bereiten. Da die Liganden in 
nativer Form vorliegen ist es moglich, Ergebnisse zu erhal- 
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ten, die nicht durch ein die Bindungsei 9 enschaf ten beeinflus- 
sendes Markieren der Liganden verfalscht sind. Ein durch die 
Handhabung von Markierungssubstanzen erf orderlicher Aufwand 
entfallt. Dieser kann insbesondere bei radioaktiven Markie- 
rungssubstanzen sehr hoch sein. Auch eine mit der Verwendung 
radioaktiver Markierungssubstanzen verbundene gesundheitliche 
Gefahrdung findet nicht statt. 

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens besteht in der Vermeidung 
des oben genannten systemimmanenten Fehlers durch das Abson- 
dern unter den Bedingungen gemaS lit. c. Die Menge von an 
Ziel-MolekQlen gebunden Liganden ist exakt bestimmbar. Das 
erfindungsgemafce Verfahren erfordert einen geringen Aufwand 
Es ist lediglich das Absondern gebundener Liganden erforder- 
lich. Die Isolation gebildeter Liganden- Ziel-Molekul-Komplexe 
entfallt. Ein Waschschritt ist beim erf indungsgemaSen Verfah- 
ren nicht erforderlich. Durch die geringere Zahl der Arbeits- 
schritte verringert sich gegeniiber dem Stand der Technik das 
Rxsiko, Fehler einzuschleppen . Die beim Schritt lit a be- 
reitgestellte Mischphase kann die Liganden in einer Mischung 
nut verschiedenen anderen Substanzen enthalten. Das erfin- 
dungsgemaEe Verfahren ist geeignet, schnell und einfach an 
dxe Ziel-Molekule gebundene Liganden aus der Mischung zu. 
ident if izieren . — 

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung weisen die als Referenz 
dienenden Liganden mindestens eine bekannte Affinitat zu den 
Zxel-Molekulen auf . Sie konnen als Referenz zur Bestimmung 
emer unbekannten Affinitat dienen. Dabei kann die Bestimmung 
auch in einer blofien Abschatzung bestehen. Vorzugsweise sind 
dxe als Referenz dienenden Liganden voneinander verschieden 
und weisen abgestufte Affinitaten zu den Ziel-Molekulen auf 
Weatere in der Mischphase enthaltene Liganden mit unbekannter 
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Affinitat bewirken dann eine abgestufte Inhibition der Bin- 
dung der als Referenz dienenden Liganden. Aus der Menge der 
jeweils gebundenen als Referenz dienenden Liganden kann 
schnell und einfach die unbekannte Affinitat der weiteren Li- 
5 ganden bestimmt oder zumindest abgeschatzt oder eingegrenzt 
werden . 

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung werden zur Bestimmung der 
Affinitat der Liganden zu den Ziel-Molekiilen die Schritte 

10 lit. a bis lit. e mit Liganden und Ziel-Molekiilen in einem 
ersten Mengen-Verhaltnis durchgefiihrt und dann mit Liganden 
und Ziel-Molekiilen in mindestens einem weiteren Mengen- 
verhaltnis wiederholt. Vorteilhaf terweise erfolgt dabei das 
Inkubieren bis zum Erreichen des Bindungsgleichgewichts . Aus 

15 den Mengen der bei den unterschiedlichen Mengen-Verhaltnissen 
gebundenen Liganden kann, beispielsweise mittels einer nicht 
linearen Regressionsanalyse der Sattigungsisotherme, die Af- 
finitat ermittelt werden. Die Sattigungsisotherme stellt die 
Menge der an die Ziel -Molekule gebundenen Liganden in Abhan- 

20 gigkeit von der Konzentrat ion ungebundener Liganden dar. 



25 



30 



en 



Besonders vorteilhaf t ist es, wenn beim erf indungsgemafi„_ 
Verfahren die Ziel -Molekule in nativer, insbesondere in nicht 
immobilisierter, Form bereitgestellt werden. "Dadurch ist es 
moglich, Ergebnisse zu erhalten, die nicht durch ein die Bin- 
dungseigenschaften beeinf lussendes Immobilisieren verfalscht 
sind. Es ist auch moglich, die Liganden in der Mischphase 
nach Durchfuhrung des Schritts lit. c, insbesondere mittels 
eines Fluorophors, zu markieren. Dabei werden ungebundene Li- 
ganden markiert, nachdem eine Bindung von Liganden an die 
Ziel -Molekule stattgef unden hat. Das Ergebnis kann nicht da- 
durch verfalscht werden, daS das Markieren eine Veranderung 
der Bindungseigenschaften der Liganden bewirkt . Die Markie- 
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rung ermoglicht das Ermitteln der Menge ungebundener Liganden 
mittels empfindlicher Nachweismethoden . Die Empf indlichkeit 
des Verfahrens kann durch diese MaSnahme gesteigert werden. 

Weiterhin ist es vorteilhaft, wenn die Mischphase gemaS 
Schritt lit. a mehr als 10, insbesondere mehr als 100, ver- 
schiedene Liganden enthalt. 

Nach Durchfiihrung des Schritts lit. c und vor Durchfiihrung 
des Schritts lit. d kann ein Trennschritt , insbesondere unter 
Verwendung von Gaschromatographie, Kapillarelektrophorese, 
Flussigkeitschromatographie, vorzugsweise HPLC, FPLC®, Um- 
kehrphasenchromatographie oder Af f initatschromatographie , er- 
folgen. Der Trennschritt kann beispielsweise einer Massen- 
spektrometrie direkt vorgeschaltet sein. Das ermoglicht das 
Differenzieren zwischen Liganden, die bei sich direkt an den 
Schritt lit. c anschliefiender Durchfiihrung des Schritts lit. 
d nicht unterscheidbar sind. Beispielsweise kann zwischen 
Isomeren unterschieden werden. Nach Durchfiihrung des Schritts 
lit. c und vor Durchfiihrung des Schritts lit. d konnen die 
Liganden in der Mischphase konzentriert werden. Das erhoht 
die Empf indlichkeit des Verfahrens und ermoglicht den Einsatz 
von weiteren, weniger sensitiven Nachweismethoden. 

Bevorzugt sind die Liganden derart zusammengestellt , daS zu- 
mindest die Menge der als Referenz dienenden, vorzugsweise 
die Menge aller, Liganden bei Durchfiihrung des Schritts lit. 
d in einem Arbeitsgang ermittelt werden kann. Ein vorherge- 
hender Trennschritt ist dabei nicht erf orderlich. Beispiels- 
weise werden Liganden unterschiedlicher Molmasse zusammenge- 
stellt, wenn die Detektion massenspektrometrisch erfolgen 
soil. So ist es moglich, die Affinitaten oder gebundenen Men- 
gen einer groSen Zahl von Liganden gleichzeitig zu ermitteln. 



WO 01/94943 



PCT/DEO 1/02086 



12 



10 



15 



20 



30 



Bei einer bevorzugten Ausgestaltung werden beim Schritt lit. 
a verschiedene Ziel -Molekiile bereitgestellt . Dadurch ist es 
moglich, die Menge von an verschiedenen Ziel -Molekiilen gebun- 
denen Liganden gleichzeitig zu bestimmen. Auch die Affinita- 
ten der Liganden zu verschiedenen Ziel-Molekulen konnen 
gleichzeitig bestimmt werden. Vorzugsweise liegen die Ziel- 
Molekiile in einer Konzentrat ion groSer als 1 nM, insbesondere 
groEer als 100 nM, vorzugsweise grower als 1 uM, vor. Durch 
den Einsatz der Ziel -Molekiile in hoher Konzentrat ion kann ei- 
ne grofie Menge gebundener Liganden erreicht werden. Das er- 
hoht die Empfindlichkeit des Verf ahrens . Vorteilhaft ist der 
Einsatz der Ziel -Molekiile in hoher Konzentration auch dann, 
wenn die Mischphase gemaS Schritt lit. a verschiedene Ligan- 
den mit unterschiedlichen Affinitaten zu den Ziel-Molekulen 
enthalt. GroSe Mengen gebundener Liganden bewirken auch groSe 
Unterschiede zwischen den Mengen der verschiedenen gebundenen 
Liganden. Dadurch kann besser zwischen diesen Mengen unter- 
schieden werden. 



Zusatzlich kann die Mischphase Inhibitoren einer Bindung der 
Liganden an die Ziel -Molekiile enthalten. Bei Ziel-Molekulen 
mit verschiedenen Bindungsstellen konnen Inhibitoren einge- 
setzt werden, die eine Spezifitat fur eine oder mehrere die- 
ser Bindungsstellen aufweisen. Beim Bereitstellen von ver- 
25 schiedenen Ziel -Molekiilen und/oder Ziel -Molekul en mit ver- 
schiedenen Bindungsstellen kann ein Bindungsansatz ohne einen 
Inhibitor mit jeweils einem Bindungsansatz verglichen werden, 
der einen Inhibitor mit einer Spezifitat fur ein Ziel -Molekul 
oder eine Bindungsstelle enthalt. So konnen Bindungen selek- 
tiv untersucht werden. Inhibitoren mit bekannter Affinitat zu 
den Ziel -Molekiilen konnen als Referenz zur Bestimmung einer 
unbekannten Affinitat dienen. 
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Vorteilhafterweise erfolgt das Ermitteln der Menge der Ligan- 
den mittels eines Verfahrens, mit dem weniger als 10 ng, ins- 
besondere weniger als 100 pg, vorzugsweise weniger als 100 
fg, der Liganden detektierbar sind. Die Menge der Liganden 
kann mittels Massenspektrometrie, Kapillarelektrophorese oder 
Gas oder Fliissigkeitschromatographie , vorzugsweise HPLC oder 
FPLC°, insbesondere unter Verwendung von Umkehrphasenchroma- 
tographie, ermittelt werden. Die Detektion nach der Gas- oder 
Fliissigkeitschromatographie oder Kapillarelektrophorese kann 
mittels Massenspektrometrie, Spektralphotometrie, insbesonde- 
re mittels UV-Detektion oder Diodenf eld-Detektion, Fluores- 
zenzdetektion, Lumineszenzdetektion, elektrochemischer Oxida- 
tion oder Reduktion oder Flammenionisationsdetektion erfol- 
gen . 

Vorzugsweise wird die Menge der Liganden in der Mischphase 
vor Durchfiihrung des Schritts lit. c, insbesondere vor Durch- 
fiihrung des Schritts lit. b, mit einem Messverf ahren gemes- 
sen, welches bei Durchfiihrung des Schritts lit. d zum Ermit- 
teln der Menge der Liganden eingesetzt wird. Das ermoglicht 
eine bessere Vergleichbarkeit der eingesetzten mit der beim 
Schritt lit. d ermittelten Menge der Liganden. Ferner kann 
dadurch das Messverf ahren fur das Ermitteln der Menge der Li-, 
ganden geeicht werden. *~ 

Bei einem Ausfiihrungsbei spiel liegen die Ziel-Molekiile gelost 
Oder suspendiert vor. Die Bindungseigenschaf ten der ziel- 
Molekiile sind 'nicht durch Immobilisieren verandert . Die Ziel- 
Molekiile konnen in Membranstrukturen eingebettet vorliegen. 
Die Membranstrukturen konnen nativ oder kiinstlich sein. Die 
Ziel-Molekiile sind dabei nicht immobilisiert . Sie konnen 
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durch einfache Verfahren, wie Zentrif ugation, abgesondert 
werden. 

Das Absondern gema£ lit. c kann durch Dialyse, Prazipitation, 
5 Adsorption, Bindung an immobilisierte Molekiile mit einer Af- 
finitat zu gebildeten Ligand-Ziel-Molekul -Komplexen, Zentri- 
fugation oder Filtration, insbesondere Ultrafiltration, er- 
folgen. Die Molekiile mit einer Affinitat zu gebildeten Li- 
gand-Ziel-Molekul -Komplexen konnen an, insbesondere magne- 

10 tisch, abzusondernden Partikeln immobilisiert sein. Vorteil- 
hafterweise werden die Ziel -Molekiile nach Durchfiihrung des 
Schritts lit. c regeneriert . Dies ermoglicht deren Wiederver- 
wendung. Das ist besonders bei kostbaren Ziel-Molekiilen sinn- 
voll, z.B. bei Ziel-Molekiilen auf Zellen, an denen mehrere 

15 Untersuchungen durchgefiihrt werden sollen. 

Die Ziel -Molekiile oder Liganden konnen aus folgerider Gruppe 
ausgewahlt sein: Peptide, Proteine, insbesondere Rezeptoren, 
niedermolekulare Verbindungen, Prionen, Enzyme, Transportpro- 
teine, Ionenkanale oder Antikorper, Hormone, Nukleinsauren, 
Zucker, Polymere und Strukturen auf oder in Zellen, Zellfrag- 
menten, Zellhomogenaten, Synaptosomen, Liposomen, synapti- 
schen Plasmamembran-Vesikeln, Gewebeschnitten, Viren, deren 
Bestandteilen oder Fragmenten dieser Bestandteile, Kapsiden, 
deren Bestandteilen oder Fragmenten dieser Bestandteile und 
Naturstof f gemischen . 



20 



25 



Die Erfindung betrifft daruber hinaus eine Kombination von 
Liganden zur Verwendung in einem erf indungsgemaSen Verfahren, 
30 wobei die Liganden derart zusammengestellt sind, dafi zumin- 
• dest die Menge von als Referenz dienenden Liganden bei Durch- 
fiihrung des Schritts lit. d in einem Arbeitsgang ermittelt 
werden kann. Vorzugsweise sind die Liganden dabei so zusam- 
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mengestellt, daS die Menge aller Liganden bei Durchfuhrung 
des Schritts lit. d in einem Arbeitsgang ermittelt werden 
karm. Weiterhin betrifft die Erfindung eine Kombination von 
Liganden zur Verwendung in einem erf indungsgemafcen Verfahren, 
wobei als Referenz dienende Liganden voneinander verschieden 
sind und abgestufte Affinitaten zu den Ziel-Molekiilen aufwei- 



sen. 



Nachfolgend wird die Erfindung durch die Zeichnung und anhand 
10 von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert . Es zeigen: 

Fig- la, lb, lc eine schematische Darstellung eines Bin- 

dungsansatzes mit den Liganden LA, LB und 
LC sowie den Ziel-Molekiilen TA, 

15 

Fig. 2a, 2b, 2c eine schemacische Darstellung eines Bin- 

dungsansatzes mit den Liganden LA, LB und 
LC, den Ziel-Molekiilen TA und TC und 

20 Fig. 3a, 3b, 3c eine schematische Darstellung eines Bin- 

dungsansatzes mit den Liganden LA, LB und 
LC, den Ziel-Molekiilen TA und TC sowie den 
Inhibitoren IA. 

2 5 Ausf uhrungsbei spiel 1: 

Fig. la zeigt schematise*! einen Bindungsansatz mit den Ligan- 
den LA, LB und LC sowie einer einzigen Sorte von Ziel- 
Molekiilen TA. Dabei weist LA zu TA eine hohe, LB zu TA eine 
geringe und LC zu TA eine sehr geringe Affinitat auf . Im An- 

30 schluJS an die in Fig. lb dargestellte Inkubation erfolgt das 
Absondern gebundener Liganden von der Mischphase. Das kann 
durch Zentrifugation erfolgen. Fig. lc zeigt die Situation 
nach dem Absondern. Die Menge von LC in der Mischphase ist 
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unverandert geblieben. Die Mengen von LA und LB in der Misch- 
phase haben sich urn die an TA gebundenen Mengen verringert . 

Fur einen schematisch in den Figuren la bis lc dargestellten 
Bindungsansatz wird eine Membranpraparation transf izierter 
CHO-Kl Zellen, die als Ziel -Molekiile humane u-opioid Rezepto- 
ren exprimieren (Biotrend GmbH, Koln, Deutschland) , verwen- 
det. Die in einer Konzentration von 50 nM bzw. einer Menge 
von 12,5 pmol vorliegenden u-opioid Rezeptoren werden mit 100 
nM, entsprechend 25 pmol Morphin, 100 nM, entsprechend 25 
pmol Codein, und 100 nM, entsprechend 25 pmol Tramadol als 
Liganden sowie 5 mM MgCl 2 und 50 mM Tris HC1, pH 7,4 in einem 
Gesamtvolumen von 250 ul 150 Minuten bei 25° C in einem 1,5 
ml PP-Reaktionsgefafi inkubiert . AnschlieSend werden die Mem- 
branpartikel bei 50000 x g 20 Minuten bei 4° C abzentrifu- 
giert. Vom Uberstand Ul werden 150 ul abgenommen. 



In Ul werden Morphin, Codein und Tramadol mittels HPLC ge- 
trennt. Dabei wird eine LiChrospher 60 RP select B-Trennsaule 
20 verwendet. Als Laufmittel A wird 0,1 % Ameisensaure und als 
Laufmittel B Methanol verwendet. Zur Chroma tographie wird ein 
Gradient eingesetzt, bei dem sich die Konzentrationen der 
Laufmittel von 100 % A und 0 % B zu 0 % A und 100 % B bei ei- 
ner FluSrate von 0,8 ml pro Minute andern. Anschliefiend er- 
folgt eine massenspektrometrische Quant if izierung im MS/MS- 
Modus mittels eines Finnigan LCQ Deca-Massenspektrometers . 
Dieses Massenspektrometer ist ein Ion-Trap-Massenspektro- 
meter, das ein API -Interface mit Elektro-Spray-Ionisatiori 



nutzt . 



Ebenso wird ein Uberstand Ul* hergestellt, der sich vom Uber- 
stand Ul dadurch unterscheidet, daE er aus einer Membranpra- 
paration ohne Zusatz von Liganden gewonnen wird. Es wird eine 
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Losung LI hergestellt, die Morphin, Codein und Tramadol je- 
weils in einer Konzentration von 100 nM in Ul* enthalt. Die 
Losung LI wird ebenso analysiert, wie fur Ul beschrieben. Mit 
den aus LI ermittelten Ansprechf aktoren fur die Liganden sind 
5 die folgenden Mengen der jeweiligen Liganden berechnet wor- 
den, die insgesamt in ungebundener Form in Ul vorhanden sind: 

Morphin 13,2 pmol , 
Codein 24,1 pmol und 
10 Tramadol 24,3 pmol. 

Aus der jeweiligen Differenz der eingesetzten und in LI be- 
stimmten Menge an Ligand und der fur Ul ermittelten Menge an 
nicht gebundenem Ligand sind" die folgenden Mengen gebundener 
15 Liganden ermittelt worden: 

Morphin 11,8 pmol, 
Codein 0,9 pmol und 

Tramadol 0 , 7 pmol . 



20 
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30 



Je grofier der Anteil des an Ziel -Molekule gebundenen Liganden 
ist, desto groSer ist die Affinitat des Liganden zum Ziel- 
Molekiil. Fur die relativen Affinitaten der untersuchten Li- 
ganden zu den Ziel-Molekulen ergibt sich somit, daS Morphin 
eine deutlich hohere Affinitat zu den Ziel-Molekulen aufweist 
als Codein und Tramadol. Gegebenenf alls laSt sich der Ka-Wert 
als MaS fur die Affinitat eines Liganden zum Ziel-Molekul fur 
die zu untersuchenden Liganden, wie hier z.B. Morphin, mit 
Hilfe mindestens einer dem Bindungsansat z zugesetzten Refe- 
renz mit bekannter Affinitat zu den Ziel-Molekulen aus den 
gewonnenen Daten gut abschatzen. 
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Wenn nur eine Art von Ziel -Molekulen vorliegt, die Liganden 
in einem geeigneten Konzentrat ionsbereich vorliegen und ein 
Binden der Liganden an andere Bindungsstellen als die Zielmo- 
lekule weitgehend ausgeschlossen werden kann, lafit sich der 
5 Ka-Wert als MaS fur die Affinitat eines Liganden LA zu einem 
Ziel-Molekul TA wie folgt berechnen: 

Kd = [TA-frei]x[LA-frei]/ [LA-gebunden] 
10 Dabei ist 

[TA-frei] die Konzentrat ion der freien Ziel-Molekiile TA, 
[LA-frei] die Konzentrat ion der freien Liganden LA und 
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[LA-gebunden] die Konzentrat ion der an die Ziel-Molekiile 
TA spezifisch gebundenen Liganden LA 

im Bindungsansatz nach der Inkubation. 



Ausf uhrungsbeispiel 2 ; 

Zur exakten Ermittlung der Affinitat von Liganden zu Ziel- 
Molekiilen sind Daten aus mindestens zwei Bindungsansat zen er- 
forderlich. In den Bindungsansat zen mussen die Liganden und 
25 die Ziel-Molekiile in unterschiedlichen Mengen-Verhaltnissen 
vorliegen. Aus den Mengen der bei den unterschiedlichen Men- 
gen-Verhaltnissen gebundenen Liganden kann die Affinitat er- 
mittelt werden. 



In den Bindungsansat zen Bl bis B6 werden humane u-opioid Re- 
zeptoren als Ziel-Molekiile in einer Konzentration von 50 nM, 
die einer Menge von 12,5 pmol entspricht, mit jeweils einer 
Konzentration Code in in Gegenwart von 5 mM MgCl 2; 50 mM Tris 
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HC1 P H 7,4 in einem Gesamtvolumen von 250 ul 150 Minuten bei 
25° C in einem 1,5ml PP-Reaktionsgef aS inkubiert. Die Bin- 
dungsansatze weisen dabei die folgenden Codein- 
Konzentrationen und -Mengen auf : Bl - 20 nM - 5 pmol , B2 - 60 
nM - 15 pmol, B3 - 200 nM - 50 pmol, B4 - 600 nM - 150 pmol, 
B5 - 2 uM - 500 pmol und B6 - 20 uM - 5000 pmol. AnschlieSend 
werden die Membranpartikel bei 50000 x g 20 Minuten bei 4° c 
abzentrifugiert. Von den Oberstanden Ul bis U6 der Bindungs- 
ansatze Bl bis B6 werden jeweils 150 ul abgenommen und wie in 
Ausfuhrungsbeispiel 1 beschrieben mittels HPLC und anschlie- 
Sender Massenspektrometrie quantif iziert . 

Wie im Ausfuhrungsbeispiel 1 beschrieben, wird ein Uberstand 
Ul* erzeugt. Es werden Losungen LI bis L6 hergestellt, in de- 
nen Codein in Ul* in den folgenden Konzentration und Mengen 
vorliegt: LI - 20 nM - 5 pmol, L2 - 60nM - 15 pmol, L3 - 200 
nM - 50 pmol, L4 - 600 nM - 150 pmol, L5 - 2 - 500 pmol 

und L6 - 20 nM - 5000 pmol. Die Losungen LI bis L6 werden 
analysiert wie es fur Ul bis U6 beschrieben worden ist. 

Mit dem aus LI bis L6 ermittelten Ansprechf aktor fur den Li- 
ganden sind die folgenden Mengen der insgesamt in ungebunde- 
ner Form in Ul bis 06 vorliegenden Liganden berechnet worden.-. 

25 Ul 4,0 pmol, 

U2 10,9 pmol, 

U3 41,7 pmol, 

U4 134,5 pmol, 

U5 463,1 pmol und 

30 U6 4737 pmol. 

Aus der jeweiligen Differenz der in Ll bis L6 eingesetzten 
Menge an Ligand und der in Ul bis U6 ermittelten Menge an 
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nicht gebundenem Ligand sind fur Bl bis BG die folgenden Men- 
gen insgesamt gebundener Liganden ermittelt worden: 



Bl 


1, 


0 


pmol , 


B2 


4, 


1 


pmol , 


B3 


8, 


3 


pmol , 


B4 


15, 


5 


pmol , 


B5 


36, 


9 


pmol und 


B6 


263 




pmol . 



Falls in dem Bindungsansatz zusatzlich zu den Ziel-Molekiilen 
auch noch andere Bindungsstellen enthalten sind, an welche 
der Ligand unspezifisch bindet, muS dies fur eine exakte Er- 
mittlung der Affinitat berucksichtigt werden. Durch Wahl ge- 
eigneter Konzentrationsverhaltnisse in einem Sattigungsver- 
such, wie in diesem Ausfuhrungsbeispiel beschrieben, konnen 
die jeweiligen Mengen des unspezifisch gebundenen Liganden 
aus der in Bl bis B6 ermittelten Gesamtbindung durch nicht 
lineare Regressionsanalyse mittels des Programms Prism 2.01 
der Firma GraphPad, Software, Inc., San Diego berechnet wer- 
den. Im vorliegenden Ausfuhrungsbeispiel sind die folgenden 
Mengen unspezifisch gebundener Liganden ermittelt worden: 



Bl 


0, 


25 


pmol , 


B2 


o, 


75 


pmol , 


B3 


2, 


5 


pmol , 


B4 


7, 


5 


pmol, 


B5 


25 




pmol und 


B6 


250 




pmol . 



Wird die fur Bl bis B6 berechnete Menge unspezif ischer Bin- 
dung jeweils von der Menge des insgesamt gebundenen Liganden 
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subtrahiert, wird die folgende spezifische, d.h. ausschlieS- 
lich an Ziel-Molekule erfolgte, Bindung erhalten: 



Bl 


0, 75 


pmol , 


B2 


3,3 


pmol , 


B3 


5,8 


pmol , 


B4 


8, 0 


pmol , 


B5 


11,9 


pmol und 


B6 


13, 0 


pmol . 



10 

Es 1st bis zum Erreichen eines Bindungsgleichgewichts inku- 
biert worden. Zur Berechnung der Affinitat eines Liganden zu 
den Ziel-Molekulen ist es erf orderlich, fur Bl bis B6 die 
Konzentrationen des nicht gebundenen, d.h. freien Liganden, 
und der gebildeten Liganden-Ziel-Molekule-Komplexe zu kennen. 
Die Konzentration der Ziel-Molekule insgesamt sowie die Kon- 
zentration der nicht gebundenen, d.h. freien Ziel-Molekule, 
ist bekannt . 

Aus der entsprechenden Sattigungsisotherme fur Bl bis B6 la£t 
sich durch nicht lineare Regressionsanalyse mittels des Pro- 
grams Prism 2.01 der Firma GraphPad, Software, inc., San 
Diego der Kd-Wert berechnen. 

25 Aus den in Bl bis B6 erhaltenen Daten ergibt sich fur Codein 
ein Kd-Wert von 2,2 x 10' 7 mol/1 bei einer Gesamtkonzentration 
der Ziel-Molekule von 5,2 x 10" 8 mol/1. 



Gegebenenfalls kann zur Bestimmung der nicht spezifischen 
Bindung auch die Durchfuhrung eines weiteren Bindungsansatzes 
in Gegenwart eines spezifischen Liganden, welche eine Bindung 
an die Ziel-Molekule selektiv unterdriickt, erf orderlich sein. 
Es wird auf Ausf uhrungsbeispiel 3 verwiesen. 



35 
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Analog konnen auch die Ka-Werte fur mehrere Liganden gleich- 
zeitig bestimmt werden. Dafur konnen die einzelnen Liganden 
nebeneinander in jeweils gleicher Konzentration in einem Bin- 
dungsansatz eingesetzt werden. 

Ausfuhrungsbeispiel 3 : 

Fig. 2a zeigt schematisch einen Bindungsansatz mit den Ligan- 
den LA, LB und LC sowie den Ziel-Molekiilen TA und TC. Dabei 
weist LA zu TA und LC zu TC eine Affinitat auf. LB besitzt 
keine Affinitat zu den im Ansatz vorhandenen Ziel-Molekulen. 
Im AnschluS an die in Fig. 2b dargestellte Inkubation erfolgt 
das Absondern gebundener Liganden von der Mischphase . Das 
kann durch Zentrif ugation geschehen. Fig. 2c zeigt die Situa- 
tion nach dem Absondern. Die Menge von LB in der Mischphase 
ist unverandert geblieben. Die Mengen von LA und LC in der 
Mischphase haben sich um die an TA und TC gebundenen Mengen 
verringert. Es sollen Liganden identif iziert werden, die Af- 
finitat zu TA, nicht aber zu TC besitzen. Dazu wird zu einem 
zweiten Bindungsansatz, wie er in Fig. 3a dargestellt ist, 
ein spezifischer Inhibitor IA im UberschuE gegenuber TA zuge- 
setzt. Fig. 3a zeigt den Bindungsansatz schematisch. Der In- 
hibitor bindet spezifisch an TA und verhindert die Bindung 
von LA an TA. In Fig. 3b ist der Zustand am Ende der Inkuba- 
tion dargestellt. Fig. 3c zeigt die Situation~nach dem Abson- 
25 dern gebundener Liganden einschlieSlich des gebundenen Inhi- 
bitors IA. Es befinden sich unveranderte Mengen von LB und LA 
in der Mischphase. Die Menge an LC in der Mischphase hat sich 
verringert. Aus dem Vergleich der Zusammensetzungen der in 
Fig. 2c und der in Fig. 3c dargestellten Mischphasen ergibt 
sich, welche Liganden eine Affinitat zu dem Ziel-Molekiil TA 
aufweisen. 
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In dem schematisch in den Figuren 2a bis 2c dargestellten 
Bindungsansatz wird eine Preparation synaptischer Plasmamem- 
bran-Vesikel (spm-Vesikel) verwendet . Die spm-Vesikel sind 
aus dem Hippocampus von Schweinen gewonnen (G. Hofner und K. 
Th. Wanner, Eur. J. Pharmacol. 394, 211-219, 2000) und an- 
schlieSend 4 x in 5 mM Tris-HCl pH 7,4 gewaschen worden (G. 
Hofner und K. Th. Wanner, J. Recept . Signal Transduct. Res. 
16, 297-313, 1996). Neben vielen anderen Ziel-Molekulen ent- 
halt diese spm-Vesikel -Preparation N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) 
Rezeptoren, die neben anderen Bindungsstellen Bindungsstellen 
fur Glycin enthalten. In einera ersten Bindungsansatz Bl wer- 
den die spm-Vesikel in einer Proteinkonzentration von 15 
mg/ml, entsprechend einer Konzentration bzw. Menge der 
Gylcinbindungsstellen von 50 nM bzw. 12,5 pmol , mit 100 nM, 
entsprechend 25 pmol Aminocyclopropancarbonsaure, 100 nM, 
entsprechend 25 pmol L-Methionin und 100 nM, entsprechend 25 
pmol L- Phenyl alanin sowie 10 mM MgCl 2 und 5 mM Tris-HCl- 
Puffer bei pH 7,4 in einem Gesamtvolumen von 250 \i± 180 Minu- 
ten bei 4° C in einem 1,5 ml PP-Reaktionsgef aS inkubiert . An- 
20 schlieBend werden die spm-Vesikel bei 50000 x g 20 Minuten 
bei 4° C abzentrifugiert . Vom Uberstand Ul werden 100 ul ab- 
genommen . 

In Ul werden Aminocyclopropancarbonsaure, L-Methionin und L- 
25 Phenylalanin mittels HPLC, wie in ChromCircle Version 1.3, 
1997, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland beschrieben, ge- 
trennt. Dazu sind die folgenden Laufmittel verwendet worden: 
Laufmittel A: Wasser, Laufmittel B: Acetonitril und Laufmit- 
tel C: Ammoniumformiatpuffer pH 4,4. Zur Chroma tographie wird 
ein Gradient eingesetzt, bei dem sich die Konzentrationen der 
Laufmittel von 100 % A, 0 % B und 0 % C zu 0 % A, 50 % B und 
50 % c bei einer FluSrate von 0,8 ml pro Minute andem. Die 
Quant if izierung erfolgt wie im Ausf iihrungsbei spiel l be- 
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schrieben mittels eines Finnigan LCQ Deca-Massenspektrometers 
im MS/MS -Modus. 
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Parallel dazu wird eine zweite Bindung in einem Bindungsan- 
satz B2 durchgef iihrt . B2 unterscheidet sich vom ersten Bin- 
dungsansatz Bl nur dadurch, daS zusatzlich 10 jiM MDL 105,515, 
ein selektiver Ligand fur eine Glycinbindungsstelle am NMDA 
Rezeptor, enthalten sind. Aus B2 wird ein Uberstand U2 gewon- 
nen, der wie Ul analysiert wird. 

Ebenso wird ein Uberstand Ul* hergestellt, der sich vom Uber- 
stand Ul dadurch unterscheidet, daS er aus einer spm-Vesikel- 
Paparation ohne Zusatz von Liganden gewonnen wird. Es wird 
eine Losung Ll hergestellt, die 100 nM Aminocyclopropancar- 
bonsaure, 100 nM L-Methionin und 100 nM L- Phenyl alanin in Ul* 
enthalt. Diese Losung Ll wird ebenso analysiert wie Ul . Es 
ergeben sich die folgenden Mengen ungebundener Liganden: 



20 



Ul : 

Aminocyclopropancarbonsaure 
L-Methionin 

L- Phenylalanin 



17,5 pmol 
22,3 pmol 
22,2 pmol 



25 U2 
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Aminocyclopropancarbonsaure 22,0 pmol 
L-Methionin 22,3 pmol 

L- Phenylalanin , 22,1 pmol 

Aus der Differenz der jeweils eingesetzten und in Ll bestimm- 
ten Menge an Liganden und der fur Ul bzw. U2 jeweils ermit- 
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tel ten Menge nicht gebundener Liganden, sind die folgenden 
Mengen gebundener Liganden ermittelt worden: 

Ul : 

Aminocyclopropancarbonsaure 7,5 pmol 

L-Methionin 2,7 pmol 

L-Phenylalanin 2,8 pmol 

U2 : 

Aminocyclopropancarbonsaure 3 , 0 pmol 
L-Methionin 2,7 pmol 

L-Phenylalanin 2,9 pmol 

Aus der Differenz der jeweiligen Menge an Liganden in Ul und 
U2 wird die Menge spezifisch an Ziel-Molekiile gebundener Li- 
ganden in Bl wie f olgt berechnet : 

Aminocyclopropancarbonsaure 4,5 pmol 
L-Methionin 0 pmol 

L-Phenylalanin -0 pmol 

Je grofier der Anteil der an Ziel-Molekiile gebundenen Liganden. 
ist, desto groSer ist die Affinitat des Liganden zum Ziel- 
Molekul. Fur die relativen Affinitaten der drei untersuchten 
Liganden zu den Ziel -Molekiilen ergibt sich somit, da£ Ami- 
nocyclopropancarbonsaure eine deutlich hohere Affinitat zum 
Ziel-Molekul besitzt als L-Methionin und L-Phenylalanin. Die - 
Affinitaten von L-Methionin und L-Phenylalanin sind unter 
diesen Bedingungen nicht meSbar. Gegebenenf alls laiSt sich der 
Ka-Wert als MaE fur die Affinitat eines Liganden, in diesem 
Ausfuhrungsbeispiel von Aminocyclopropancarbonsaure, zum 
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Ziel-Molekiil fur die zu untersuchenden Liganden mit Hilfe 
mindestens einer dem Bindungsansatz zugesetzten Referenz mit 
bekannter Affinitat zu den Ziel-Molekiilen aus den gewonnenen 
Da ten gut abschatzen. 

5 

Der Kd-Wert als MaS fur die Affinitat eines Liganden, in die- 
sem Anwendungsbeispiel fur Aminocyclopropancarbonsaure , zum 
Ziel-Molekiil lafit sich aufcerdem gemaS der Formel 

10 Kd = [TA-frei]x[LA-frei]/ [LA-gebunden] 
berechnen . 

Aus den ermittelten Ergebnissen ergibt sich fur Aminocyclo- 
15 propancarbonsaure ein Kd-Wert von 1,5 x 10 -7 mol/1. 

Ausfiihrungsbei spiel 4 : 

Screening vo n Substanzbibliotheken in Gegenwart eines als Re- 
20 ferenz dienenden Liganden 

4.1. Bindungsansatze 

In alien Bindungsansatzen dienten humane /z-opioid Rezeptoren 
als Ziel-Molekule. Die Ziel -Molekule wurdeiT mittels einer 
25 Membranpraparation transf izierter humane /z-opioid Rezeptoren 
exprimierender CHO-K1 Zellen der Fa. NEN, Briissel, Belgien 
bereitgestellt . 
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Ein Ansatz BO enthielt 8,0 nM /i-opioid Rezeptoren, 5 mM 
; MgCl 2 , 7,5 % Sucrose und 50 mM Tris HC1 , pH 7,4 in einem Ge- 
samtvolumen von 400 pi. Der Ansatz B0 wurde 150 Minuten bei 
25 °C in einem 1,5 ml PP-Reaktionsgef aS inkubiert . Anschlie- 
Send wurden die Membranpartikel bei 50000 x g 20 Minuten bei 
4 °C abzentrifugiert . Vom resultierenden Uberstand U0 wurden 
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350 m abgenommen. Folgende Bindungsansatze wurden wie BO be 
handelt: 

- Ein wie BO zusammengeset zter Bindungsansatz Bl, der zu - 
satzlich 10 nM Nalbuphin als als Referenz dienende Ligan- 

' den und als weitere Liganden 10 nM Naloxon and 10 nM Dihy- 
drocodein enthielt . Aus Bl wurde der Uberstand Ul gewon- 
nen. 

- Ein wie Bl zusammengeset zter Bindungsansatz B2, der zu- 
satzlich (±)-Methadon in einer Konzentration von 50 m 
enthielt. Aus B2 wurde der Uberstand U2 gewonnen. 

■ Ein wie B0 zusammengeset zter Bindungsansatz B3 , der zu- 
satzlich 10 nM Nalbuphin als als Referenz dienende Ligan- 
den und als weitere Liganden 10 nM Dihydrocodein und 10 nM 
< + > -Normetazocin enthielt. Aus B3 wurde der Uberstand U3 
gewonnen . 



jr zu- 



0 - Ein wie B0 zusammengeset zter Bindungsansatz B4, dei 

satzlich 10 nM Nalbuphin als als Referenz dienende Ligan- 
den enthielt. Aus B4 wurde der Uberstand U4 gewonnen. 

4.2. Quant if izierung der Liganden 

Die massenspektrometrische Bestimmung wurde an einem Applied 
Biosystems API 2000 mit TurboIonSpray-Quelle im MRM- Modus , an 
das ein Hewlett Packard HP1100 LC-System gekoppelt war, unter 
folgenden Bedingungen durchgef iihrt : 

Saule: Superspher 60 RP select B 4 fxm 125 x 2 mm 
Laufmittel: 0,1 % HCOOH in Wasser / Acetonitril (70/30) 
FluS: 0,4 ml/min (isokratisch) 

Probenvolumen: 20 /U (injiziert mittels Autosampler) 
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Nalbuphin, Naloxon und Dihydrocodein wurden in den Uberstan- 
den Ul bis U4 massenspektrometrisch vermessen und mittels ei- 
nem externen Standard quantif iziert . Als externer Standard 
wurden jeweils 2 nM, 5 nM, 8 nM und 10 nM Nalbuphin, Naloxon 
5 und Dihydrocodein in U0 eingesetzt. Alle Proben wurden zwei- 
mal vermessen. 

4.3. Auswertung 

In Ul bis U4 wurden folgende Konzentrationen der ungebundenen 
10 Liganden ermittelt: 

Ul U2 U3 U4 

Nalbuphin 6,99 nM 9,69 nM 6,32 nM 6,21 nM 

Naloxon 5,92 nM 8,66 nM 

15 Dihydrocodein 8,32 nM 8,60 nM 8,43 nM 

(+) -Normetazocin * * nicht * 

bestimmt 
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* * 

* 



^icht im jeweiligen Bindungsansatz enthalten 



Die spezifische Bindung der Liganden in Bl an die Ziel- 
Molekule ergibt sich aus der Differenz der in Ul bzw. U2 er- 
mittelten Konzentrationen. Dihydrocodein zeigt in der einge- 
25 setzten Konzentration keine deutlich mefibare spezifische Bin- 
dung an die Ziel -Molekule . Naloxon zeigt eine spezifische 
Bindung in der GroSenordnung der Referenz Nalbuphin. Die Re- 
ferenz erlaubt die Abschatzung, da6 Naloxon eine ahnliche Af- 
finitat zu den Ziel -Molekulen aufweist wie Nalbuphin. 



In U3 wurden unter den gewahlten chromatographischen bzw. 
massenspektrometrischen Bedingungen nur die Substanzen Nalbu- 
phin und Dihydrocodein, nicht aber (+) -Normetazocin, guanti- 
f iziert. Dihydrocodein zeigt in der eingesetzten Konzentrati- 
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on keine mefibare spezifische Bindung an die Ziel-Molekule . 
Der Vergleich von U3 mit U4 zeigt, daS durch (+) -Normetazocin 
die Bindung der Referenz Nalbuphin an die Ziel -Molekiile nicht 
inhibiert wird. Normetazocin zeigt in der eingesetzten Kon- 
zentration of f ensichtlich keine erkennbare spezifische Bin- 
dung an die Ziel-Molekiile . 
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Patentanspruche 



1- Verfahren zur Bestimmung der Menge von. an Ziel-Molekulen 
gebundenen Liganden mit folgenden Schritten: 

5 

a) Bereitstellen der Ziel -Molekule und einer die Liganden in 
nativer Form in einer vorgegebenen Menge enthaltenden 
Mischphase, 

10 b) Inkontaktbringen und Inkubieren der Mischphase mit den 
Ziel -Molekiilen , 

c) Absondern gebundener Liganden von der Mischphase unter Be- 
dingungen, unter denen die Menge ungebundener Liganden 

15 konstant bleibt, 

d) Ermitteln der Menge ungebundener Liganden in der Mischpha- 
se und 

20 e) Ermitteln der Menge gebundener Liganden durch Differenz- 
bildung zwischen der Menge der Liganden gemaS lit. a und- 
der gemaS lit. d ermittelten Menge der Liganden, 

wobei die Mischphase gemafi Schritt lit. a vers"chiedene Ligan- 
25 den enthalt, die teilweise als Referenz dienen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die als Referenz die- 
nenden Liganden mindestens eine bekannte Affinitat zu den 
Ziel-Molekulen aufweisen. 

30 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die als Referenz 
dienenden Liganden voneinander verschieden sind und abgestuf- 
te Affinitaten zu den Ziel -Molekiilen aufweisen. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
zur Bestimmung der Affinitat der Liganden zu den Ziel- 
Molekulen die Schritte lit. a bis lit. e mit Liganden und 
Ziel -Molekiilen in einem ersten Mengen-Verhaltnis durchgefuhrt 
und dann mit Liganden und Ziel -Molekiilen in mindestens einem 
weiteren Mengen-Verhaltnis wiederholt werden. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Ziel-Molekiile in nativer Form bereitgestellt werden. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Liganden in der Mischphase nach Durchfiihrung des Schritt 
lit. c, insbesondere mittels eines Fluorophors, markiert 
den. 



s 

wer- 



7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Mischphase gemaS Schritt lit. a mehr als 10, insbesondere 
mehr als 100, verschiedene Liganden enthalt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Aiispruche, wobei 
nach Durchfiihrung des Schritts lit. c und vor Durchfiihrung 
des Schritts lit. d ein Trennschritt, insbesondere unter Ver- 
wendung von Gaschromatographie, Kapillarelektrophorese , Fliis- 
sigkeitschromatographie, vorzugsweise HPLC, FPLC°, Umkehrpha- 
senchromatographie oder Af f initatschromatographie, erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Liganden in der Mischphase nach Durchfiihrung des Schritts 
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lit. c und vor Durchfuhrung des Schritts lit. d konzentriert 
werden . 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 die Liganden derart zusammengestellt sind, daS zumindest die 
Menge der als Referenz dienenden, vorzugsweise die Menge al- 
ler, Liganden bei Durchfuhrung des Schritts lit. d in einem 
Arbeit sgang ermittelt werden kann. 

10 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
beim Schritt lit. a verschiedene Ziel-Molekule bereitgestellt 
werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
15 die Ziel-Molekule in einer Konzentration groSer als 1 nM, 

insbesondere grofier als 100 nM, vorzugsweise groSer als 1 uM, 
vorliegen. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
20 die Mischphase zusatzlich Inhibitoren einer Bindung der Li- 
ganden an die Ziel-Molekule enthalt. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
das Ermitteln der Menge der Liganden mittels elnes Verfahrens 

25 erfolgt, mit dem weniger als 10 ng, insbesondere weniger als 
100 pg, vorzugsweise weniger als 100 fg, der Liganden detek- 
tierbar sind. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
30 das Ermitteln der Menge der Liganden mittels Massenspektrome- 

-trie, Kapillarelektrophorese oder Gas- oder Flussigkeits- 
chromatographie, vorzugsweise HPLC oder FPLC e , insbesondere 
unter Verwendung von Umkehrphasenchromatographie , erfolgt. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Detektion nach der 
Gas- oder Flussigkeitschromatographie oder Kapillarelektro- 
phorese mittels Massenspektrometrie, Spektralphotometrie 
insbesondere mittels UV-Detektion oder Diodenf eld-Detektion' 
Fluoreszenzdetektion, Lumineszenzdetektion, elektrochemischer 
Oxidation oder Reduktion oder Flammenionisationsdetektion er- 
folgt . 
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17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Menge der Liganden in der Mischphase vor Durchfuhrung des 
Schritts lit. c, insbesondere vor Durchfuhrung des Schritts 
lit. b, mit einem Messverf ahren gemessen wird, welches bei 
Durchfuhrung des Schritts lit. d zum Ermitteln der Menge der 
Liganden eingesetzt wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ziel-Molekule gelost oder suspendiert vorliegen. 

19- Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ziel-Molekule in Membranstrukturen eingebettet vorliegen. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Absondern gemaS lit. c durch Dialyse, Prazipitation, Ad- 
sorption, Bindung an immobilisierte Molekule mit einer Affi- 
nitat zu gebildeten Ligand-Ziel-Molekiil-Komplexen, Zentrifu- 
gation oder Filtration, insbesondere Ultrafiltration er- 
folgt. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ziel-Molekule nach Durchfuhrung des Schritts lit. c rege- 
neriert werden. 



OCID: <WO__0194943A2_I_> 



WO 01/94943 PCT/DE01/02086 



34 



10 



22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ziel-Molekule Oder Liganden aus folgender Gruppe ausge- 
wahlt sind: Peptide, Proteine, insbesondere Rezeptoren, nie- 
dermolekulare Verbindungen, Prionen, Enzyme, Transportprotei- 
ne, Ionenkanale oder Antikorper, Hormone, Nukleinsauren, Zuk- 
ker, Polymere und Strukturen auf oder in Zellen, Zellfragmen- 
ten, Zellhomogenaten, Synaptosomen, Liposomen, synaptischen 
Plasmamembran-Vesikeln, Gewebeschnitten, Viren, deren Be- 
standteilen oder Fragmenten dieser Bestandteile, Kapsiden, 
deren Bestandteilen oder Fragmenten dieser Bestandteile und 
Naturstof f gemischen . 

23 . Kombination von Liganden zur Verwendung in einem Verfah- 
ren nach einem der Anspruche 1-22, wobei die Liganden der- 
art zusammengestellt sind, daS zumindest die Menge von als 
Referenz dienenden Liganden bei Durchfuhrung des Schritts 
lit. d in einem Arbeitsgang ermittelt werden kann. 

24. Kombination von Liganden nach Anspruch 23, wobei die Li- 
ganden derart zusammengestellt sind, dafi die Menge aller Li- 
ganden bei Durchfuhrung des Schritts lit. d in einem Arbeits- 
gang ermittelt werden kann. 

25. Kombination von Liganden zur Verwendung in einem Verfah- 
25 ren nach einem der Anspruche 1-22, wobei als Referenz die- 

nende Liganden voneinander verschieden sind und abgestufte 
Affinitaten zu den Ziel-Molektilen aufweisen. 
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